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3ABSTRAKT
Bakalářská práce se zabývá studiem interakcí mezi polysacharidem hyaluronanem (HA) a 
amfifily. Jako amfifilní látky byly zvoleny bazická aminokyselina lysin a její analog 6 -
aminokapronová kyselina. Přítomnost karboxylové skupiny na HA a aminoskupiny 
aminokyselin předpokládá elektrostatické interakce mezi těmito látkami. Tento předpoklad 
vede k možnosti fyzikálně modifikovat HA a následně ho použít jako nový typ nosiče 
biologicky aktivních látek, např. léčiv.
   Pro studium interakcí byly vybrány HA o molekulové hmotnosti 1,75 MDa a 70 kDa, které 
se mísily s aminokyselinami v různých objemových poměrech. Měření bylo prováděno 
ve třech prostředích, a to v čisté vodě, 0,15 M roztoku chloridu sodného a ve fosfátovém 
pufru (PBS) o pH 6.  Na studium interakcí byla použita reologie. Výsledky ukazují, že 
dochází k interakcím mezi HA a aminokyselinami, zvláště pak u systému 1,75 MDa HA a 
lysinu ve vodě. Interakce mezi HA a aminokyselinami se projevily snížením viskozity směsi. 
Snížení viskozity se projevilo i u nižší molekulové hmotnosti HA, ale nebylo už tak výrazné. 
ABSTRACT
This bachelor thesis investigates the interaction between the polysaccharide sodium 
hyaluronate (HA) and some amphiphilic molecules. As amphiphilic molecules the aminoacids 
lysine and 6 – aminocaproic acids were chosen. The presence of the carboxylic group on HA 
and the aminogroup on the aminoacids suggests electrostatic interaction between these two 
compounds. This supposal offers the possibility to modificate HA and uses it as a new type 
of a carrier of bioactive compounds, for example medicals.
The HA of two molecular weights (1.75 MDa and 70 kDa) were chosen for the study of the 
interactions with the aminoacids. Solutions of HA and stock solutions of the aminoacids were 
prepared for their mutual mixing in the various volume ratios. The solutions and the mixtures 
were measured in three types of environment: pure water, 0.15 M solution of NaCl and in 
phosphate buffer (PBS) of pH 6. The interactions were investigated by means of rheometry. 
Our results show the presence of interactions between HA and the aminoacids mainly in the 
system consisting the 1.75 MDa HA and lysine in water. As a result of the interactions, a 
decrease in the viscosity of the mixtures comparing to the HA solutions, was observed.
KLÍČOVÁ SLOVA
hyaluronan, amfifil, lysin, 6 – aminokapronová kyselina, interakce, reologie, tok
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71 ÚVOD
V roce 1934 izoloval a popsal Karl Meyer na Kolumbijské univerzitě v New Yorku 
kyselinu hyaluronovou (HA) a otevřel tak dveře mnohým jeho následovníkům, kteří za 
několik desítek let výzkumu posunuli znalosti o HA a o jejím využití ve farmacii a kosmetice 
až na dnešní úroveň. Jen málo kdo z nás si uvědomuje, jak často se setkáváme ve všedním 
životě s výrobky obsahujícími HA, mezi které patří například pleťové krémy, oční či nosní 
kapky. HA je polysacharid, který se vyskytuje běžně i v těle živočichů. Hraje mnoho velice 
důležitý rolí převážně v tkáních, kde zajišťuje viskoelasticitu. 
Tato práce se zabývá interakcemi kyseliny hyaluronové s amfifilními aminokyselinami. 
Cílem je dokázat přítomnost vazebných interakcí mezi karboxylovou skupinou na HA a 
aminoskupinami na aminokyselinách prostřednictvím elektrostatických interakcí. Díky těmto 
znalostem by tak bylo možné vytvořit z HA prekurzor nosiče bioaktivních látek (např. léčiv), 
který by sloužil pro interakce například s hydrofobními modifikovanými aminokyselinami
(tyto aminokyseliny jsou schopny enkapsulovat bioaktivní látku podobně jako např. tenzidy). 
Aminokyselina by tvořila můstek mezi HA a léčivem. Takto připravené léčivo by pak patřilo 
do skupiny cíleně distribuovaných léčiv, které se vyznačují zvýšenou koncentrací jen 
v nemocí postižených tkáních. Při podávání cytostaticky působících léčiv může dojít 
k nežádoucím účinkům na zdravé tkáni. Pokud by bylo léčivo distribuováno pouze 
do postižených buněk, byly by nežádoucí účinky z většiny eliminovány. V součastné době se 
zkoumá také možnost vytvořit můstek mezi HA a léčivem pomocí tenzidů. Výzkum se ale 
potýká s problémem s toxickým působením tenzidů v lidském těle. U léčiv obsahující 
aminokyselinu by tento problém nenastal. 
Nosič léčiva, který by obsahoval hyaluronan, by pak mohl sloužit k výrobě cíleně 
distribuovaného léčiva na nádorová onemocnění. Nádorové buňky například v žaludku, kůži 
či tlustém střevě totiž vykazují zvýšenou schopnost vázání a interakce s HA díky receptoru 
CD 44. Na základě těchto znalostí a existence nového nosiče léčiv vytvořeného z hyaluronanu 
by bylo možné vytvořit biokunjugát, který by sloužil k léčbě rakoviny.
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2.1 Kyselina hyaluronová 
2.1.1 Úvod
Kyselina hyaluronová je přírodní, nevětvený polysacharid obecně patřící do skupiny 
glykosaminoglykanů, což jsou obecně heteropolysacharidy tvořené opakujícími se 
disacharidovými jednotkami, v nichž je vždy jedním členem uronová kyselina (D -
glukuronová, L - induronová) a druhým glykosamin (glukosamin, galaktosamin). 
Za objevitele HA jsou považováni německý chemik Karl Meyer a jeho asistent Američan 
John Palmer, kteří společně izolovali HA z očního sklivce skotu v roce 1934 [1]. Název 
kyseliny hyaluronové je odvozen od řeckého slova „hyalos“ znamenající sklený a 
z anglického „uronic acid“, což znamená uronová kyselina [2]. HA je lineární polysacharid, 
který se skládá ze stále se opakující disacharidové jednotky obsahující D-glukuronovou 
kyselinu a N-acetyl-D-glukosamin [2, 3, 17, 18]. Jednotky jsou spolu spojeny -(13) a        
-(14) glykosidickou vazbou. Počet opakujících se disacharidových jednotek, n, v HA může 
dosahovat hodnot od několika stovek do deseti miliónů, a tak molekulová hmotnost může 
překročit až 4 milióny daltonů (jedna disacharidová jednotka má přibližně hmotnost 400 Da, 
kde 1 Da  1 g/mol). Průměrná délka řetězce závisí na molekulové hmotnosti. Nejčastěji 
dosahuje hodnoty okolo 1 nm, ale při n blížící se hodnotě 10 000 může řetězec dosáhnout 
délky 10 µm [2, 18].
Obrázek 1: Struktura disacharidové jednotky HA
Glukuronová kyselina obsahuje ve své struktuře karboxylovou skupinu o pK 3 – 4 [2]. 
Karboxylová skupina je tedy při neutrálním pH disociovaná, a tak se HA vyskytuje převážně 
ve formě sodné soli tzv. hyaluronanu [2, 3]. Přítomnost negativního náboje na řetězci HA 
představuje potenciální interakce s kladně nabitými molekulami. 
2.1.2 Struktura v roztoku 
Struktura HA v roztoku je určena strukturou disacharidové jednotky, vnitřními vodíkovými 
můstky a interakcí HA s rozpouštědlem. I přes jednoduchou strukturu je konformace HA 
velice neobvyklá a komplikovaná. Konformaci HA v roztoku se i přes výzkum trvající desítky 
let nepodařilo jednoznačně určit a nedá se popsat díky stálým změnám ve struktuře pouze 
jednou konformací [4]. V hlavním řetězci se vyskytují hlavní dva druhy vazeb. Prvním
9druhem je již zmíněná glykosidická vazba, kde atom kyslíku váže dohromady jednotlivé 
sacharidové jednotky. Každý kyslík je dvojvazný a jeho vazby jsou orientovány do ramen 
písmene „V“ tak, že substituenty na koncích ramen se mohou otočit o 360°. Molekulové 
modelování dokazuje, že glykosidické vazby nemohou dosáhnout všech možných konfigurací 
[3].
Obrázek 2: Řetězec hyaluronanu s naznačenými vodíkovými můstky [3]
Druhým typem vazeb jsou vodíkové můstky, které vznikají mezi volnými elektronovými páry 
kyslíku v pyranosovém cyklu či kyslíkem z karboxylových skupin a vodíkem z OH skupin.  
Jak je vidět z obr. 3a znázorňující tetrasacharid HA, vyskytuje se v této molekule dohromady 
čtrnáct vodíkových můstků. V nevodném prostředí např. v dimethyl sulfoxidu (DMSO) 
vznikají výhradně vodíkové. Naopak ve vodném prostředí jsou vodíkové můstky mezi 
karboxylovou skupinou glukuronové kyseliny a aminoskupinou glukosaminu nahrazeny tzv. 
vodnými můstky [3] (Obrázek 3b), kdy je vázána mezi zmíněné skupiny molekula vody. Díky 
působení vodíkových můstků se první disacharidová jednotka pootočí o 180° oproti 
následující disacharidové jednotce. Výsledky nukleární magnetické rezonance dokazují, že 
v roztoku je každý disacharid otočený o 180° v porovnání s disacharidem před či za sebou 
v řetězci. Dvě otáčky (celkem 360°) přivedou disacharid zpátky do původní orientace. 
Výslednou strukturou HA je tedy dvojitá šroubovice – dvojitý helix. Nejedná se o double 
helix, protože je v struktuře obsažen pouze jeden řetězec. Double helix byl prokázán pouze u 
pevných preparátů s pH nižší než je normální ve fyziologickém roztoku [3].
Axiální atomy vodíku tvoří nepolární a tedy hydrofobní část řetězce, která má velikost osmi 
CH skupin (stejně jako například oktanová kyselina). Přesně na druhé straně molekuly se 
utvoří polární a tedy hydrofilní oblast [2, 3]. Hydrofobní oblast nabízí možnost interakce 
s málo polárními či nepolárními látkami. Hydratační obal molekuly je ale velice tuhý, takže 
případných interakcí lze dosáhnout pomocí modifikace HA. Molekuly HA se seskupují do 
různých svinutých struktur, které při vysoké molekulové hmotnosti HA (> 1MDa) zabírají
velký hydrodynamický objem. Koncentrace HA v těchto oblastech je velice malá a 
nepřekračuje 0,1% (hm/obj) oblasti. Hydrodynamické objemy jednotlivých molekul se tak 
začnou překrývat při koncentraci 1 mg/ml (platí pro HA o M > 1MDa). Přes překryté řetězce 
HA mohou volně procházet malé molekuly, ale molekuly větší než molekuly HA nedokážou 
přejít kvůli své velikosti. Důsledkem tohoto jevu je v okolí sítě HA větší koncentrace velkých 
molekul než v síti samotné [2].
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Obrázek 3: Vodíkové můstky mezi kyselinou D – glukoronovou (G) a N-acetyl-D-glukosaminem (N) 
naznačené tečkovanými čárami a) v nevodném prostředí b) ve vodném prostředí s naznačeným 
vodným můstkem [3]
2.1.3 Výskyt a úloha HA v organismu
HA je polysacharid vyskytující se běžně v těle obratlovců (hlavní zdroje jsou uvedeny 
v tabulce 1) převážně pak v mimobuněčném matrixu [2, 4]. Dále byl nalezen v očním sklivci 
či v kloubní tekutině. Sedmdesátikilový lidský jedinec má v těle přibližně 15g HA. Největší 
množství (7 – 8 g HA) je zabudováno v kůži, a to jak v pokožce (epidermis) tak ve škáře
(dermis) [2].
Tabulka 1: Koncentrace hyaluronanu v tkáních a tkáňových tekutinách [6]
tkáň, tekutina koncentrace [mg/l]
kohoutí hřebínek 7500
lidská pupeční šňůra 4100
lidská kloubní tekutina 1420 – 3600
hovězí nosní chrupavka 1200
lidský sklivec   140 – 338
lidská škára   200
HA patří ke zcela nezbytným látkám pro fungování většiny živočišných organismů. Její úloha 
v organismu se odvíjí od molekulové hmotnosti. HA s vysokou molekulovou hmotností 
zajišťuje mechanickou odolnost a viskoelasticitu. Většinou má vysokomolekulární HA funkci 
strukturní a mechanickou především v chrupavce, kloubní tekutině či v očním sklivci [19]. 
Společně s proteoglykany a některými proteiny tvoří HA systém, který dodává tkáním
zmíněnou viskoelasticitu. Nízkomolekulární HA se váže na proteiny v extracelurálním 
matrixu a na povrchy buněk, kde je součástí receptorů pro mnoho buněčných procesů. HA se 
také podílí na kontrole transportu vody v tkáních [2, 7, 15].
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Tabulka 2: Distribuce hyaluronanu v různých částech těla krysy [6]
orgánový systém m [mg] procenta
kůže 33,8 55,9
kostra 16,2 26,8
svaly    4,69    7,8
žaludek a střeva     0,50    0,8
zbývající orgány     5,25    8,7
2.1.4 Výroba a využití HA
Původně byla HA získávána z lidské pupeční šňůry a krátce potom i z kohoutích hřebínků. 
Nyní se takto získaná HA prodává pod komerčním jménem Healon či Opegan. V dnešní době 
ale převažuje biotechnologická výroba, při níž je HA produkována pomocí metabolismu 
některých bakteriií rodu Streptococcus. Pro produkci nižších molekulových hmotností se 
používají bakterie Streptococcus equi, naopak molekulové hmotnosti blížící se 2 MDa lze 
získat pomocí bakterie Streptococcus zooepidemicus [4]. V České republice je HA vyráběna 
společností Contipro Group, která sídlí v Dolní Dobrouči.
Přípravky obsahující HA se hojně využívají ve farmacii a kosmetickém průmyslu. HA se
velice často používá v oční chirurgii díky viskoelastickým vlastnostem [4, 13]. Viskoelastický 
roztok HA chrání oční tkáň před poškozením chirurgickými nástroji [13]. HA se dále používá 
v očním lékařství, jako přídavek k zlepšení vlastností očních kapek. Přidání HA do očních 
kapek zvyšuje biologickou dostupnost očního léku. Nízká viskozita při vysoké smykové 
rychlosti způsobuje mnohem menší podráždění oka než u ostatních polymerů a díky vysoké 
viskozitě nehybného roztoku prodlužuje uchování léčiv. Viskoelastických vlastností se 
používá i při léčbě zánětů kostních kloubů (tzv. pakostnice), kdy se používá k ochraně a proti 
tření kloubů při chůzi. Komerčně se prodávají tablety obsahující HA, které preventivně brání 
pakostnici a vyživují klouby, pokožku a vlasy. 
Nejnovější směrem výzkumu HA je jeho použití jako potencionálního nosiče bioaktivních 
látek, který by zaručil cílenou distribuci léčiv v těle pacienta. Využívá se zde velkého počtu 
interakcí s různými receptory, z nich nejznámější je CD44 [5]. Interakce mezi HA a CD44 
mají různé fyziologické funkce v těle organizmů, např. aktivaci leukocytů či růst, diferenciaci 
a migraci buněk. Velice intenzivně se zkoumá možnost využít HA jako součást cíleného léku 
na rakovinu, protože rakovinové buňky obsahují velkou koncentraci HA. Výzkum je 
prováděn s léčivy jako paclitaxel či doxorubicinem [5].   
V kosmetice nalézá HA široké uplatnění ve všech jejich odvětvích. Používá se 
v přípravcích na holení, v nočních krémech proti vráskám či akné, v pleťové vodě, 
v přípravcích po opalování či proti vypadávání vlasů.
2.1.5 Reologie a hydrodynamické chování kyseliny hyaluronové
Hydrodynamické chování roztoků HA je velice neobvyklé v porovnání s ostatními 
polyelektrolyty [4]. Roztoky HA vykazují pseudoplastické chování už při nízkých 
koncentracích. Znamená to, že roztoky HA mají vysokou viskozitu za stacionárních 
podmínek, která se zvyšující se smykovou rychlostí postupně snižuje. Reologické vlastnosti 
HA byly zkoumány z pohledu různých molekulových hmotností, koncentrací, iontové síly a 
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smykové rychlosti [7]. Prvním, kdo studoval reologické vlastnosti HA, byl D. A. Gibbs [8].  
Na obrázku 4 je velice dobře patrná jedna z tokových anomálií nenewtonských kapalin, mezi 
které patří vysokomolární HA (M > 1MDa). Jedná se o limitní viskozitu 0. Pro 0 platí, 
že viskozita se chová, jako by byl roztok newtonskou kapalinou. Obdobná anomálie se 
objevuje za podmínek  . Zde se nazývá viskozitou asymptotickou ∞ [24]. Výzkum 
dokazuje, že limitní viskozita roztoků HA je závislá na molární hmotnosti a na kritické 
koncentraci, při které se řetězce začnou navzájem výrazně ovlivňovat až dochází k jejich 
zaplétání při zvyšující se koncentraci polymeru [4]. Zapletení řetězců, které má za následek 
limitní viskozitu, naznačuje gelové chování roztoku, avšak nedochází k mezimolekulárním 
interakcím a zapletené řetězce jsou stále pohyblivé. Pokles viskozity při vysokých smykových 
rychlostech lze vysvětlit narušením vodíkových můstků, ke kterému dojde v místě vodného 
můstku. Pokud smyková rychlost překoná kritickou smykovou rychlost C , za níž nemohou 
řetězce HA relaxovat, dojde k snižování viskozity. Roztoky nízkomolekulární HA (M < 100 
kDa) se chovají jako newtonská kapalina. Řetězce jsou zde několikrát menší než u HA 
s molekulovou hmotností 1,75 MDa, a tak nejsou schopny vytvořit zapletení. Viskozita 
roztoku vlivem rostoucí smykové rychlosti neklesá (obr. 5).
Obrázek 4: 0,1% roztok 1,75 MDa hyaluronanu  ve vodě při teplotě 25°C
0,1000 1,000 10,00 100,0 1000 10000
shear rate (1/s)
1,000E-3
0,01000
0,1000
vi
sc
os
ity
 (
P
a.
s)
HA - lysin 50:1
13
10,00 100,0 1000 10000
shear rate (1/s)
1,000E-4
1,000E-3
0,01000
vi
sc
os
ity
 (
P
a.
s)
HA - lysin 50:1
Obrázek 5: 0,1% roztok 70 kDa hyaluronanu ve vodě při teplotě 25°C
2.1.6 Interakce kyseliny hyaluronové 
Interakcemi HA máme na mysli elektrostatické interakce neboli Coulombické interakce. 
Tyto interakce se řadí mezi nekovalentní interakce a vznikají mezi dvěma opačnými náboji 
nebo dvěma permanentními dipóly. Látky jsou k sobě poutány elektrickou silou Fe, která se 
řídí Coulombovým zákonem (1):
2
21
04
1
r
QQ
F
r
e
  ,     (1)
kde ε0 je permitivita vakua, εr je relativní permitivita daného prostředí, Q1 a Q2 jsou velikosti 
nábojů a r je vzdálenost nábojů.
Součastný světový výzkum interakcí HA se ubírá několika směry. Jedním směrem je 
výzkum zabývající se vytvořením elektrolytického komplexu HA s poly-L-lysinem, který 
nachází uplatnění v tkáňovém inženýrství [9, 10]. Velice intenzivně zkoumanou oblastí jsou 
interakce mezi HA a proteiny [29]. Jedním z cílů je získat ochranný imunogen proti bakterii 
Streptococcus equi [30]. Výzkum interakcí HA – amfifilní aminokyseliny je založen na 
znalostech z oblasti výzkumu elektrostatických interakcí HA s jinými amfifily, zejména 
kationaktivními tenzidy. Tenzidy jsou obecně organické látky, které snižují povrchové napětí 
kapalin a jsou schopny solubilizovat ve vodě málo rozpustné nebo nerozpustné látky, např. 
léčiva. Podstatou povrchové aktivity tenzidů je molekula složená z hydrofobní části (alkylový 
řetězec) a hydrofilní části (Obrázek 6). Tenzidy se obecně dělí do čtyř hlavních skupin, 
kationaktivní, anionaktivní, amfolytické a neionogenní. 
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Obrázek 6: Kationaktivní tenzid cetyltrimethylamoniumbromid (CTAB)
Kationaktivní tenzidy jsou většinou kvartérní amoniové soli, které stejně jako 
aminokyseliny mají na konci řetězce aminoskupinu. Na rozdíl od těchto tenzidů obsahují 
aminokyseliny minimálně jednu karboxylovou skupinu a jejich aminoskupina je ve formě 
NH2, takže kladného náboje na dusíku můžeme dosáhnout protonizací aminokyseliny 
(změnou pH). Vlastnosti tenzidů a aminokyselin se tak mohou za jistých podmínek podobat. 
Konformace polyelektrolytů, mezi které patří také HA, je dána stupněm disociace, solvatací a 
mírou hydrofobních interakcí [14]. Chování HA je dáno jednak částečně chováním hlavního 
řetězce polyelektrolytu, ale především interakcemi s rozpouštědlem. Proto nízkomolekulární 
amfifily, jakou jsou tenzidy či amfifilní aminokyseliny, se mohou pomocí elektrostatických 
nebo hydrofobních interakcí adsorbovat na polyelektrolyt a následně změnit jeho konformaci 
a tím i jeho chemické vlastnosti [14]. Důležitou roli zde hrají elektrostatické interakce, jak 
mezi jednotlivými řetězci, tak mezi řetězcem a disperzním prostředím, zvláště pokud je 
disperzní prostředí roztok nízkomolekulárního elektrolytu. Změny v konformaci se většinou 
projevují změnou hydrodynamického objemu a následným snížením viskozity roztoku. 
Viskozita roztoku klesá, protože dochází v roztoku k zmíněným elektrostatickým interakcím, 
které mají za následek kontrakci hydrodynamického objemu molekuly [11, 13, 14]. Tenzidy 
mají tu vlastnost, že při kritické micelární koncentraci cmc vytváří micely (obr. 7). Kritická 
micelární koncentrace hraje významnou roli při vysokých koncentracích tenzidů. Micely, 
které jsou samy o sobě nabité, se vážou na opačně nabitou HA, a tak zvyšují hydrodynamický 
objem a působí tak proti ostatním elektrostatickým interakcím, dochází tak k nepatrnému 
zvýšení viskozity roztoku [13]. Thalberg a kol. zjistili, že interakce mezi HA a tenzidem (s 
výjimkou C8TAB a C9TAB) se začínají projevovat pod zmíněnou cmc [11, 16], což znamená, 
že se na řetězec HA váží jednotlivé molekuly tenzidu nebo HA indukuje tvorbu micel pod 
hodnotou cmc. Tento poznatek otevírá možnost interakce HA s jednotlivými 
molekulami aminokyselin.
a) b)
Obrázek 7: Znázornění interakcí aminoskupin tenzidu s karboxylovými skupinami na D – glukuronové 
kyselině na HA a) před dosažením kritické micelární koncentrace b) po překročení kritické micelární 
koncentrace
b)
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2.2 Aminokyseliny
2.2.1 Lysin
Lysin, systematickým názvem 2, 6 - diaminohexanová kyselina je esenciální, kódovaná 
ketogenní aminokyselina, která se v literatuře označuje buď písmenem K nebo zkratkou Lys
(Obr 8). Lysin obsahuje na postranním řetězci primární aminoskupinu, která dodává 
aminokyselině bazický charakter stejně jako aminokyselinám argininu či histidinu. Disociační 
konstanty jsou pKCOOH: 2,18, pKNH2: 8,95, pKε-NH2: 10,53 a izoelektrický bod lysinu je roven 
9,74. Pokud tělo má nedostatek lysinu, může se to projevit například vyčerpaností, pomalým 
růstem, pocitem nevolnosti, ztrátou chuti či závratěmi. Tato aminokyselina je nezbytná pro 
stavbu bílkovin v lidském těle, je zodpovědná za vstřebávání vápníku a pomáhá snižovat 
cholesterol. Rostlinné bílkoviny obsahují malé množství lysinu, a proto se musí přijímat z 
jiných zdrojů. Nejvíc bohaté na lysin jsou ryby, vepřové a hovězí maso. Lysin se vyrábí 
z 90% technologickými postupy pomocí mikroorganismů [21]. Výchozí surovinou je hlavně 
melasa a producentem Corynebacterium glutamicum [21]. V praxi se používá k léčení oparů 
(latinsky herpes simplex) a jako přídavek do krmiv [20]. Dále se přidává do masa pro zlepšení 
jeho vzhledu a schopnosti vázat vodu. Používá se i při konzervaci ryb k odstranění zápachu. 
Přídavek lysinu v mouce zvyšuje její výživnou hodnotu a zlepšuje její kynutí [20]. 
Obrázek 8: Protonizovaná molekula lysinu
2.2.2 6 – aminokapronová kyselina
Kyselina 6 – aminokapronová (AKK) známější pod komerčním pojmenováním Amicar je 
analogem lysinu (Obr. 9). Na rozdíl od lysinu jí chybí aminoskupina na druhém uhlíku 
aminokyseliny. Izoelektrický bod aminokyseliny je 7,6 a pKCOOH je rovno 4,43 a pKNH2 je 
10,75 [31]. AKK je inhibitorem fibrinolýzy [22] a používá se pro redukci krvácení při 
operacích srdce [23].
Obrázek 9: Protonizovaná molekula 6 – aminokapronová kyseliny
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2.3 Reologie
2.3.1 Počátky reologie
Reologie jako věda vznikla oficiálně 29. 4. 1929 na Sympoziu o plasticitě v americkém 
Columbusu, kdy byla ustanovena Společnost pro reologii [24]. Základním impulzem pro 
rozvoj reologie bylo hromadné používání pevných i kapalných polymerních systémů. Mezi 
zakladatele reologie se řadí E. C. Bingham, W. H. Herschel, L. Prandl a M. Reiner [24, 25]. 
Slovo „reologie“ je složeninou dvou řeckých slov rhein a logos. Rhein znamená téci a logos 
je věda. Reologie, která je oborem fyzikální chemie, se tedy zabývá studiem toku hmoty a 
snaží se najít závislosti mezi napětím, deformací a rychlostí deformace. Jako motto reologie 
zvolili Bingham společně s Reinerem citát řeckého vědce Herakleita „“(Pantha 
rhei) neboli česky „Všechno plyne“ [24].
2.3.2 Základní definice
Pro určení základních reologických parametrů se používá model s posuvnými deskami 
(Obr. 10). Model se skládá z dolní nepohyblivé a horní pohyblivé desky. Vzdálenost obou 
desek h je konstantní. Vrchní deska o povrchu A [m2] se pohybuje vůči dolní desce rychlostí v
[m.s-1] pomocí síly F [N]. 
Obrázek 10: Model s posuvnými deskami
Tečné napětí  je definováno jako síla na jednotku plochy působící na materiál. Vztah mezi 
silou F a plochou A se nazývá smykové napětí  a je definované vztahem:
 = F/A [N.m-2 = Pa]     (2)
Vztah mezi rychlostí v a vzdáleností h se nazývá smyková rychlost ˙ a je definovaná pomocí 
vztahu:
˙ = dv/dh = v/h [s-1]     (3)
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Deformace se následně rovná:
     = dx/dh = x/h       (4)
Smykové napětí kapalin závisí mnohem více na rychlosti změny deformace než na deformaci 
samotné. Viskozita  je pak definovaná jako poměr smykového napětí a smykové rychlosti 
tzv. Newtonovým zákonem (5):
    










dt
d
[Pa.s]     (5)
Látky, pro které platí tento zákon, a tedy mají konstantní viskozitu nezávislou na smykové 
rychlosti při dané teplotě (Obr. 11), se nazývají newtonské kapaliny. Jedná se většinou o čisté 
kapaliny nebo roztoky nízkomolekulových látek. Avšak u většiny ostatních látek je viskozita
závislá na smykové rychlosti, tyto látky se označují jako nenewtonské [24][25].  
Obrázek 11: Toková a viskozitní křivka newtonské kapaliny
2.3.3 Nenewtonské kapaliny
Nenewtonské kapaliny se dělí do třech základních skupin, pseudoplastické, dilatantní a
plastické (Obr. 12). U pseudoplastických látek se snižuje viskozita se zvyšujícím se 
gradientem rychlosti. Naopak u dilatantních látek viskozita roste se zvyšujícím se rychlostním 
gradientem. Mezi pseudoplastické kapaliny můžeme zařadit roztoky polymerů a mýdel a 
do kapalin dilatantních se řadí některé koncentrované suspenze. Zvláštním případem 
nenewtonských kapalin jsou kapaliny plastické. Obsahují plastickou složkou deformace, to 
znamená, že dochází k toku až po překročení určitého prahového smykového napětí 0, která 
se označuje jako mez toku. Statická mez toku s značí hodnotu napětí, při které dochází 
k rozrušování struktury a zvyšování rychlostního gradientu, a dynamická mez toku d určuje 
napětí, při kterém kapalina teče jako newtonská kapalina. Patří sem například koncentrované 
průmyslové a odpadní kaly, kašovité suspenze křídy či vápna.  



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Obrázek 12: Křivky nenewtonských kapalin
2.3.4 Tixotropie a reopexie
U nenewtonských kapalin dochází při mechanickém namáhání v určitém čase ke změně 
vlastností. Tixotropie a reopexie jsou tedy projevy časového působení mechanického 
namáhání tekutiny. Pokud při konstantní smykové rychlosti dochází k pozvolnému snižování 
viskozity v čase a následným obnovením struktury, označujeme chování kapaliny jako 
tixotropní. O tixotropii lze hovořit, pouze pokud změny probíhají za konstantní teploty a 
vzhledem k mechanickému působení se jedná o autonomní a vratné změny. Reopexie je 
opakem tixotropie. Při působení konstantní smykové rychlosti viskozita kapaliny roste 
(Obr. 13). Reopektické chování je na rozdíl od tixotropického vzácné. Jako příklad může 
sloužit reologické chování suspenze bentonitu [25].
Obrázek 13:  Křivky znázorňující reopektické chování
2.3.5 Měřicí systémy
V této části jsou popsány základní systémy, které se používají při měření viskozity.
2.3.5.1 Průtokový systém
Měření pomocí průtokového systému je založeno na Hagen-Poiseuillově rovnici (6) 
pro laminární výtok kapaliny z kolmé trubice kruhového průřezu vlastní hmotností [25]:
L
Rp
Q

 

8
4
    (6)
Tekutina proudí trubkou přilnutá ke stěně, a tak vzniká v trubce rychlostní profil. Při stěně 
trubky platí: r = R a v = 0 a ve středu trubky platí r = 0 a v = max. Rovnoběžně s osou trubky

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působí na kapalinu dvě síly, tlaková síla Fd (7), která pohání kapalinu v trubce a třecí síla Fk
(8), která působí proti ní. 
Fd = r
2p     (7)
Fk =  2rdv/dr     (8)
kde r je poloměr kapiláry a v značí rychlost tekutiny. Pro ustálený tok musí být tlakové a třecí 
síly v rovnováze. Přihlédnutím k tomuto stavu s výpočtem rychlosti v, umožňuje stanovení 
objemu kapaliny dQ v pásu r + dr:
dQ = 2r  dr  v(r)    (9)
Celkový výpočet objemu průtoku kapaliny se pak provádí pomocí výše zmíněné          
Hagen - Poiseuillovy rovnice (6)
2.3.5.2 Systém koaxiálních válců
Systém koaxiálních dvouválců se skládá z jednoho dutého a jednoho plného válce. Tento 
systém válců se používá při měření nízkoviskózních kapalin, protože v průběhu měření 
nedojde k jeho vystříknutí z měřícího systému vlivem odstředivých sil, tak jak k tomu může 
dojít u systému kužel-deska nebo deska-deska. Smykové napětí při použití tohoto systému se 
vypočítá pomocí vztahu (10):
  hrr
M z


2
2
2
12
 ,   (10)
kde Mz je kroutící moment, h je výška válce a r1 a r2 jsou poloměr válce respektive geometrie 
(Obr. 14). Rozlišujeme dva základní typy koaxiálních válců. V prvním typu je vnější válec 
statický a vnitřní se pohybuje (Searle System). U druhého se pohybuje vnější válec a vnitřní je 
statický (Coutte System) [25].  
Obrázek 14: Systém koaxiálních dvouválců
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Speciální variantou koaxiálních dvojválců je systém souosých dvojválců (double gap), 
ve kterém jsou oba válce duté a zasouvají se do sebe, a tak je kapalina měřena ve dvou 
mezerách. Používá se hlavně pro měření velmi málo viskózních vzorků. Nevýhodou systému 
je jeho čištění. Po každém měření se musí geometrie rozebrat a vymýt [25]. Další nevýhodou 
je velká spotřeba vzorku na jedno měření. Průměr geometrie se rovná [26]:
15,1
1
2
3
4 
R
R
R
R
d       (11)
a výška válce H:
33 RH    (12)
Obrázek 15: Systém souosých dvouválců
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2.3.5.3 Systém kužel - deska
Smykové napětí v tomto systému je dána rovnicí:
32
3
R
M cp


    (13)
Pro malé úhly zkosení kuželu nezávisí smyková rychlost na poloměru kužele R (14):



  (14)
Obvyklý úhel kužele je od 0,5 do 4°. Výhodami systému kužel – deska je malá spotřeba 
vzorku při měření a velice snadné a rychlé čištění. Nevýhodou je, že systém se nedá použít 
pouze pro nízkoviskózní kapaliny, protože je velice obtížné homogenně nadávkovat vzorek,
a díky působení dostředivé síly dochází vytékání vzorku zpod kužele. Další nevýhodou je, 
že vzorek při delším měření vysychá [25], protože při delší době a zejména za vyšších teplot 
se rozpouštědlo vypařuje. Tomuto nežádoucímu jevu se dá zabránit pomocí nanesení tenkého 
filmu silikonového oleje, který vzorek izoluje od prostředí a je odolný vůči velké škále teplot.
Obrázek 16: Systém kužel – deska
2.3.5.4 Systém deska – deska
Systém deska – deska (Obr. 17) má definované konstantní poloměry desek R a měnící se 
vzdálenost obou desek h. Mezery mezi deskami mívají v rozmezí 0,3 – 3 mm, přičemž 
poloměr by měl být několikrát větší, než je vzdálenost desek. Smyková rychlost se v systému 
stanovuje pomocí rovnice[25]:
H
r

   (15)
kde Ω je úhlová rychlost vyjádřena v rad/s. Pro nenewtonské kapaliny se dá vypočítat 
smykové napětí podle rovnice:
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    (16)
Systém deska – deska se nejvíce používá pro středně viskózní materiály, ale i vysoce viskózní 
materiály jako jsou pasty, gely či taveniny. Stejně jako u systému kužel - deska je hlavní 
výhodou malé množství dávkovaného vzorku a velice snadné čištění geometrie. 
Obrázek 17: Systém deska – deska
2.4 Viskozita
Viskozita (někdy označovaná jako vazkost) je jednou z hlavních fyzikálních vlastností 
kapalin. Viskozita charakterizuje vnitřní tření kapaliny neboli její odpor k pohybu. Měření 
viskozity se prakticky používá pro stanovování molárních hmotností polymerů či 
při zjišťování jejich konformací.
2.4.1 Základní definice
    Viskozita je definována jako vztah mezi smykovým napětím a smykovou rychlostí ˙. 

  [Pa·s]   (17)
O takto definované viskozitě hovoříme jako o viskozitě dynamické. Další používanou formou 
viskozity je viskozita kinematická v, která je definovaná jako vztah mezi dynamickou 
viskozitou a hustotou roztoku:

v [mm2.s-1]   (18)
23
Pro zředěné disperzní systémy platí Einsteinova rovnice pro viskozitu:


5,21
0
 ,
kde 0 je viskozita čistého disperzního prostředí a φ je objemový zlomek disperzního podílu. 
Vztah mezi dynamickou viskozitou disperzního prostředí  a viskozitou čistého rozpouštědla 
0 se označuje jako relativní viskozita r:
0
 r   (19)
Specifická viskozita sp je dána vztahem:
1
0
0  rsp 
   (20)
Redukovaná viskozita je definovaná jako vztah specifické viskozity a koncentrace roztoku:
cc
sp
red


 

0
0   (21)
Limitní viskozitní číslo [] je dáno vztahem [25]:
     red
c

0
lim

   (22)
2.4.2 Měření viskozity
V této sekci budou popsány jednotlivé typy viskozimetrů. Rotační viskozimetry byly 
popsány v sekci o měřicích systémech, tato část bude tedy zaměřena na ostatní typy 
viskozimetrů.
2.4.2.1 Viskozimetry Höpplerova typu
Höpplerův neboli pádový viskozimetr se skládá z trubice o poloměru R odkloněné o 5 až 
10° od svislé polohy, která je naplněna roztokem vzorku, a kuličky o poloměru r, která klesá 
roztokem. Po krátké době zrychlení kuličky se její rychlost ustálí. Tento stav značí rovnováhu 
mezi třecí a gravitační silou. Měří se čas t pádu kuličky v trubici ve vzdálenosti l mezi dvěma 
označenými body. Výpočet viskozity je založen na Stokesově zákonu (23):
   vrFo  6   (23)
a dá se vypočítat podle vzorce (24)
l
trg


9
2 2  ,   (24)
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kde g je gravitační konstanta, r poloměr kuličky,  rozdíl hustot kapalin, t čas pádu kuličky a 
l délka dráhy, kterou kulička urazila v době měření. Mezi tzv. pádové viskozimetry se řadí 
viskozimetr Stokesův či Höpplerův [28].
2.4.2.1 Kapilární viskozimetry
Kapilární viskozimetry patří mezi nejčastěji používané viskozimetry a řadí se k výtokovým 
viskozimetrům. Jsou založeny na průtoku kapaliny kapilárou, kterého je dosaženo díky 
gravitaci. Měří se čas, za který proteče určitý objem kapaliny kapilárou. Průtok kapaliny 
kapilárou je popsán Hagen-Poiseuilleovým zákonem (6) a díky znalosti doby průtoku jsme 
schopni vypočítat kinematickou viskozitu. V praxi se měření neprovádí absolutně, ale 
relativně ve srovnání s referenční kapalinou. Tento druh viskozimetru se hodí pro měření 
viskozit velmi viskózních látek [28].
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3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST
3.1 Materiály
Hyaluronan, sodná sůl kyseliny hyaluronové, byl vyroben firmou Contipro Group s.r.o., 
Dolní Dobrouč, Česká republika. Byly použity molekulové hmotnosti 1,75 – 2,00 MDa a  
70 – 90 kDa. Obě tyto molekulové hmotnosti jsou garantovány firmou Contipro Group s.r.o. 
Pro přípravu roztoků byla použita injekční voda, která byla vyrobena firmou Fresenius Kabi 
Italia, S.r.l., Verona, Itálie. Roztoky aminokyseliny byly připraveny z lysinu a                       
6 - aminokapronové kyseliny čistoty p.a. vyrobené firmou Sigma-Aldrich, Steinheim, 
Německo. Na přípravu roztoku 0,15M NaCl byl použit chlorid sodný čistoty p.a. vyrobený 
firmou Lach – Ner s.r.o., Neratovice. Hydrogenfosforečnan sodný a dihydrogenfosforečnan 
sodný, které byly použity pro přípravu pufru, byly vyrobeny taktéž firmou Lach – Ner s.r.o.  
3.2 Metody
3.2.1 Příprava roztoků
Roztoky HA v injekční vodě byly připraveny postupným přidávání přesně naváženého 
množství HA do rozpouštědla (voda, pufr, roztok NaCl). Přidávání HA bylo prováděno za 
mírného míchání na magnetické míchačce za laboratorní teploty. Koncentrace těchto roztoků 
byla 0,1% hm. Roztoky byly ponechány přes noc nebo déle na magnetické míchačce 
k dosažení homogenity. Roztoky aminokyselin byly připravovány o koncentraci 0,2 mol l–1 a 
byly ponechány přes noc na magnetické míchačce k dosažení homogenity roztoku. Po 
dosažení homogenity obou roztoků došlo k smíchání roztoku HA s roztoky aminokyselin 
v objemových poměrech 10 : 1, 50 : 1 a 200 : 1. Roztoky byly ponechány na míchačce přes 
noc, aby dosáhly homogenity. Následně byly roztoky použity pro měření nebo byly
uskladněny v ledničce do doby měření. Při přípravě HA v roztoku NaCl byl nejdříve 
namíchán zásobní roztok NaCl o koncentraci 0,15M postupným rozpouštěním přesně 
naváženého množství NaCl v injekční vodě. Vzápětí byl přidáván do čerstvého roztoku NaCl 
přesně navážený HA. Příprava roztoků HA byla stejná jako příprava roztoků ve vodě. 
Fosfátový pufr (PBS) o hodnotě pH = 6 byl připraven z čerstvých 0,02M roztoků 
hydrogenfosforečnanu sodného a dihydrogenfosforečnanu sodného postupným přiléváním 
hydrogenfosorečnanu do dihydrogenfosforečnanu, dokud pH nedosáhlo hodnoty 6. Kontrola 
pH byla prováděna na pH-metru značky Mettler Toledo. Z čerstvého PBS byly ihned 
namíchány roztoky HA a aminokyselin. Dále se postupovalo stejně jako při přípravě vodných 
roztoků HA. Zároveň s přípravou roztoků daných poměrů byly namíchány roztoky HA 
bez přítomnosti aminokyselin. Tyto roztoky byly zředěny tak, aby objem roztoku byl stejný 
jako objem roztoku s přídavkem aminokyselin.
3.2.2 Reometrie
Míra interakcí mezi HA a aminokyselinami byla sledována pomocí viskozity roztoků. 
Měření viskozity bylo prováděno přístrojem  AR - G2 od firmy TA Instruments 
Před samotným měřením bylo vždy nastaveno pětiminutové ustálení vzorku a temperace na 
25°C. Pro měření byly použity dvě měřicí soustavy. Na viskóznější směsi obsahující HA 
o molekulové hmotnosti 1,75 MDa byl použit systém kužel-deska s kuželem C60mm/1° 
(průměr kužele/úhel zkosení). Pro HA o molekulové hmotnosti 70 kDa byla použita soustava 
souosých dvouválců (double gap). Během měření viskozity byly použity dva testy. Ze začátku 
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byl použit test kontinuální rampy (Continuous ramp), pomocí níž jsme zjistili přibližný rozsah 
vhodného tečného napětí pro další měření. Po zjištění vhodného tečného napětí byly roztoky 
měřeny metodou ustáleného stavu (Steady state), což je metoda pro měření tokových 
vlastností. Každý bod viskózní křivky byl měřen pro jedno určité tečné napětí třikrát. 
Po ustálení toku v průběhu každého opakování nesměla odchylka překročit hranici 5% 
průměrné naměřené smykové rychlosti po dobu 10 s. Výsledná viskozita pak byla vypočtena 
softwarem přes Newtonův zákon (5). Maximální doba měření jednoho bodu byla omezena 
maximálním časem, který byl nastaven na 3 min 10 s. Do dalšího vyhodnocování byly brány 
pouze ty body, které dosáhly rovnováhy před dosažením maximálního času. Celé měření 
probíhalo při teplotě 25°C. Každý vzorek byl proměřován třikrát. Jednou pomocí kontinuální 
rampy a dvakrát byl měřen metodou ustáleného stavu.
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Obrázek 18: Viskozitní křivka 0,1% 1,75 MDa HA ve vodě proložená Crossovým modelem 
3.3 Vyhodnocení 
Výsledky měření byly zpracovány v programu TA Data Analysis. Viskózní křivka 
zobrazená programem byla proložena vhodným reologických modelem. Odchylka neboli 
standart error (1) nesměla překročit hodnotu 20. Odchylka je definována vzorcem (25):
 
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  (25)
kde xm značí naměřené hodnoty, xc jsou vypočítané hodnoty, n značí počet dat v křivce a 
rozsah označuje rozdíl mezi maximální a minimální hodnotou měřených dat. Směsi HA 
o molekulové hmotnosti 1,75 MDa se chovaly podle grafu jako nenewtonské kapaliny. 
27
Pro tyto vzorky byl jako vhodný model vybrán Crossův reologický model (26), kde 0 je 
limitní viskozita, ∞ je asymptotická viskozita, jesmyková rychlost, C je kritická 
smyková rychlost [24]. Pro vyhodnocení interakcí HA a aminokyselin byla odečítána 
viskozita 0. Proces vyhodnocování je naznačen na Obr. 18. 
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Roztoky obsahující HA o molekulové hmotnosti 70 kDa se chovaly jako newtonské kapaliny, 
a proto byla jejich viskozita vyjádřena Newtonovým modelem. Jejich viskozita se nemění 
s měnící se smykovou rychlostí, takže pro ně platí Newtonův zákon viskozity [24]. Proces 
vyhodnocování je naznačen na Obr. 19.
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Obrázek 19: Viskozitní křivka 0,1% 0,07 MDa HA ve vodě proložená Newtonovým modelem 
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4 VÝSLEDKY A DISKUZE
V následujících grafech a tabulkách jsou uvedeny výsledky reologického měření roztoků 
HA s jednotlivými aminokyselinami ve třech rozdílných prostředích (voda, 0,15M roztok 
NaCl a fosfátový pufr). 
4.1 Systém HA - amfifil ve vodném roztoku
Měření ve vodném prostředí bylo prováděno z důvodů zjištění chování systému             
HA - amfifil bez vnějších vlivů, jako je změna pH či iontová síla. Jak je z Obr. 20 zřejmé,
limitní viskozita vodného roztoku 1,75 MDa HA po přidání lysinu klesla. Předpokladem je, 
že dochází k interakcím mezi HA a lysinem, které zapříčiňují zmenšování hydrodynamického 
objemu molekuly HA a tedy i snížení viskozity [11 - 14][16]. Původní limitní viskozita
vodného roztoku HA o koncentraci 10:1 byla 187,4 mPa·s, přičemž viskozita roztoku 
s maximálním přídavkem lysinu (HA - lysin 10:1) klesla na 27,13 mPa·s. Pro stejný systém 
ale s HA o molekulové hmotnosti 70 kDa (Obr. 21) byly opět prokázány interakce
prostřednictvím poklesu viskozity v systému, ale ne v takové míře jako u systému s vyšší 
molekulovou hmotností. Důsledkem menšího poklesu viskozity je hlavně skutečnost,
že roztok 70 kDa HA má mnohem nižší viskozitu než roztok 1,75 MDa, ale také to, že se 
roztok chová jako newtonská kapalina [24]. Dalším faktorem ovlivňující interakce může být 
nehomogenní rozmístění molekul 70 kDa HA v 0,1% roztoku. Řetězce HA o molekulové 
hmotnosti 70 kDa jsou přítomny v roztoku ve formě izolovaných molekul, které se nemohou 
překrývat, jak tomu je u roztoku 0,1% HA s molekulovou hmotností 1,75 MDa. To znamená, 
že se molekuly aminokyselin nemusí dostat do kontaktu s řetězci HA.  Naopak u HA s vyšší 
molekulovou hmotností se řetězce překrývají (koncentrace HA je nad bodem koncentrace 
překryvu „coil-overlap concentration“) a fyzicky se navzájem ovlivňují, a tak vyplní
homogenně celý objem systému [2]. Uvážíme-li, že jedna disacharidová jednotka HA
obsahuje jednu karboxylovou skupinu, tak jeden řetězec 70 kDa HA obsahuje teoreticky 
177 karboxylových skupin a řetězec 1,75MDa HA obsahuje 4427 karboxylových skupin.
Z výpočtu koncentrace karboxylových skupin v roztoku, které jsou schopny se zapojit 
do interakcí s nabitými aminoskupinami, bylo zjištěno, že teoretická koncentrace 
karboxylových skupin se pro obě molekulové hmotnosti výrazně neliší a vychází shodně 
2,25 mmol·l-1. Zásadní rozdíl je ale, jak už bylo zmíněno, v jejich rozmístění v systému. 
    Pro systém 1,75 MDa HA s 6 – aminokapronovou kyselinou ve vodě (Obr. 22) byly sice
prokázány interakce, ale ne tak zřetelné jako v systému s HA s vyšší molekulovou hmotností 
a s lysinem. Limitní viskozita klesla po přidání maximálního množství aminokyseliny 
z 187,4 mPa·s na 123,3 mPa·s. V systému s nižší molekulovou hmotností se viskozita 
prakticky nezměnila, z čehož jsme usoudili, že interakce jsou buď velice slabé, 
nebo neprobíhají. Pro podporu interakcí byla zvýšena koncentrace 70 kDa HA na 0,5%. 
Tabulka 2 v Příloze 1 naznačuje pouze mírný pokles viskozity pro tento systém, a to znamená, 
že interakce mezi 70 kDa HA a aminokyselinami jsou velice slabé, a to i po pětinásobném 
zvýšení koncentrace HA.
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Obrázek 20: 0,1% 1,75 MDa HA s lysinem ve vodě při 25°C
Obrázek 21: 0,1% 0,07 MDa HA s lysinem ve vodě při 25°C
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Obrázek 22: 0,1% 1,75 MDa HA s AKK ve vodě při 25°C
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Obrázek 23: 0,1% 0,07 MDa HA s AKK ve vodě při 25°C
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4.2 Systém HA – amfifil ve fyziologickém roztoku
Měřením viskozity ve fyziologickém roztoku (0,15 M NaCl) mělo za cíl prozkoumat 
chování systému v tomto prostředí. Přítomnost NaCl v roztoku při smíchání s HA snížila
viskozitu roztoku ještě před přidáním aminokyselin [14]. Viskozita klesá, protože dochází 
k interakcím mezi kationty Na+ a karboxylovou skupinou na D – glukuronové kyselině 
disacharidové jednotky HA. Tak jako při interakcích s lysinem dochází ke kontrakci 
makromolekulární domény a snižování viskozity. Většina karboxylových skupin je vysycena 
kationty sodíku a pro interakce s lysinem již mnoho volných skupin nezbývá a dochází 
tzv. odstínění interakcí. Výsledná limitní viskozita 1,75 MDa HA bez přídavku aminokyseliny 
je ještě nižší než nejnižší naměřená limitní viskozita směsi 1,75 MDa HA a lysinu ve vodném 
prostředí (Obr. 24). Po přídavku aminokyseliny limitní viskozita v systému s vyšší 
molekulovou hmotností poklesla minimálně. Systém bez aminokyseliny měl limitní viskozitu 
6,71 mPa·s a systém s maximálním přídavkem lysinu 6,06 mPa·s. V porovnání s výsledky 
pro systém 1,75 MDa HA ve vodném prostředí je pokles zanedbatelný. Pro systém 70 kDa 
HA s lysinem v daném prostředí se viskozita systému nezměnila vůbec a dá se 
předpokládat úplné odstínění interakcí.
V systému HA s AKK došlo k odstínění interakcí díky interakci sodíkových kationtů 
s karboxylovou skupinou na HA stejně jako v systému s lysinem. Interakce 
vysokomolekulární HA s lysinem byly prokázány, ale byly ještě méně výrazné jako u systému 
s lysinem. Viskozita klesla z původních 6,71 mPa·s na 6,56 mPa·s při největším přídavku 
AKK. K úplnému odstínění interakcí došlo v systému s nižší molekulovou hmotností HA.
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Obrázek 24: 0,1% 1,75 MDa HA s lysinem v 0,15M roztoku NaCl při 25°C
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4.3 Systém HA – amfifil v roztoku fosfátového pufru
Při měření roztoku HA ve fosfátovém pufru o hodnotě pH = 6, který byl připraven 
z čerstvých roztoků hydrogenfosforečnanu sodného a dihydrogenfosforečnanu sodného, bylo 
cílem snížením pH roztoku protonizovat aminokyseliny a podpořit tak interakce s HA. 
Fosfátový pufr, který by měl držet pH na hodnotě 6, ale nebyl dostatečně silný, aby udržel pH 
roztoku s lysinem na hodnotě 6 z důvodu vysoké bazicity lysinu. U roztoků obsahujících 
AKK byl pufr dostatečný a pH udržel na hodnotě kolem šesti. Izoelektrický bod AKK je ale 
7,6, a tak nedošlo k dostatečné protonizaci aminokyseliny. Hodnoty naměřených pH jsou 
v Přílohách v tabulce 5 a 6. Samotný PBS, tak jako fyziologický roztok, snížil viskozitu 
roztoku HA ještě před přidáním aminokyseliny. Limitní viskozita HA s vyšší molekulovou 
hmotností klesla z 11,71 mPa·s na 8,38 mPa·s po přidání maximálního množství lysinu. 
V systému s nižší molekulovou hmotností nebyly pozorovány žádné interakce po přidání 
lysinu, protože naměřená viskozita při všech přídavcích zůstala na hodnotě okolo 1,2 mPa·s. 
    V systému s AKK byl pozorován úplně opačný průběh než u ostatních měření. Nejmenší 
přídavek aminokyseliny nejvíce snížil viskozitu systému (Příloha 1, Tabulka 6). Změna však 
nemusí být zapříčiněna interakcemi HA s aminokyselinou. Hodnoty změny viskozit systému 
HA – AKK jsou na hranici statistické chyby a výrazněji se od sebe neliší. Naměřené hodnoty 
viskozit roztoků s AKK tedy nemohou být považovány za důkaz interakcí HA 
s aminokyselinami v tomto systému.
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Obrázek 25: 0,1% 1,75 MDa HA s lysinem ve fosfátovém pufru při 25°C
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Obrázek 26: 0,1% 0,07 MDa HA s lysinem ve fosfátovém pufru při 25°C
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5 ZÁVĚR
Cílem této práce bylo zjistit, jestli dochází k elektrostatickým interakcím mezi kyselinou 
hyaluronovou a amfifilními aminokyselinami ve smyslu přímého vázání aminokyselin na HA. 
Pro zkoumání interakcí bylo použito měření viskozity roztoků pomocí viskozimetrie, 
respektive reometrie. Viskozita systému, v němž probíhají interakce je nižší než v systému 
bez interakcí. Z literatury je známo, že díky interakcím mezi kladně nabitými amfifilními 
látkami (tenzidy) a karboxylovou skupinou na kyselině hyaluronové dochází ke kontrakci 
hydrodynamického objemu molekul a tudíž ke snižování viskozity.
V této práci bylo viskozimetricky dokázáno, že dochází k interakcím mezi kyselinou 
hyaluronovou a amfifilními aminokyselinami právě prostřednictvím poklesu viskozity 
v systému po přidání aminokyseliny. Nejvýraznější interakce byly prokázány v systému 
1,75 MDa HA s lysinem ve vodném prostředí, kde viskozita systému při nízké smykové 
rychlosti klesla na šestinu hodnoty původního roztoku. Interakce u AKK ve vodném prostředí 
byly prokázány, ale nebyly tak výrazné jako v systému s lysinem. Vysvětlením může být 
přítomnost pouze jedné aminoskupiny ve struktuře AKK, přičemž lysin obsahuje dvě 
aminoskupiny. V systému HA o nižší molekulové hmotnosti s lysinem byly interakce 
prokázány, ale byly méně patrné díky nízké viskozitě výchozích roztoků.  Interakce s AKK 
v tomto systému se nepodařilo potvrdit ani po pětinásobném zvýšení koncentrace HA.
V systémech s fyziologickým roztokem (0,15 M NaCl) došlo k výraznému odstínění 
interakcí díky přítomnosti soli. Již samotný roztok NaCl snížil viskozitu systému ještě 
před přídavkem aminokyselin, a samotný přídavek aminokyseliny snížil viskozitu jen 
minimálně. Slabé interakce v tomto prostředí byly prokázány pro systémy vysokomolekulární 
HA. V systémech HA s nižší molekulovou hmotností došlo k úplnému odstínění interakcí.
Výsledky měření v systémech s lysinem ve fosfátovém pufru (pH = 6) jsou zkreslené, 
protože pufr nebyl dostatečně silný, aby udržel pH na hodnotě 6. Pro systémy s AKK byl 
fosfátový pufr již dostatečně silný na udržení stálého pH. Samotný fosfátový pufr stejně jako 
fyziologický roztok snížil viskozitu systému ještě před přidáním aminokyseliny. Interakce 
byly prokázány pouze v systému 1,75 MDa HA s lysinem. V ostatních systémech se díky 
působení pufru nepodařilo interakce věrohodně prokázat.
Výzkum problematiky interakcí mezi HA a amfifilními aminokyselinami se bude dále 
ubírat směrem protonizace aminokyselin pomocí roztoku HCl v systémech s HA s vyšší 
molekulovou hmotností. V systémech se bude měřit kromě hydrodynamických vlastností 
jak pH roztoků, tak jejich vodivost. 
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7 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK A SYMBOLŮ
A plocha
AKK 6 – aminokaprová kyselina
CD44 cluster of differention (specifický receptor)
Da Dalton (jednotka molekulové hmotnosti, 1 Da = 1,66 · 10-27 kg)
DMSO dimethylsulfoxid
Fd tlaková síla
Fk třecí síla
h, H výška kužele
HA hyaluronan, kyselina hyaluronová
m hmotnost
M molární hmotnost
Mz kroutivý moment
PBS fosfátový pufr
r, R poloměr
 úhel kužele
 smyková rychlost
 C kritická smyková rychlost
ρ hustota
 dynamická viskozita
    limitní viskozita
 ∞ asymptotická viskozita
r relativní viskozita
red redukovaná viskozita
sp specifická viskozita
[] limitní viskózní číslo
 smykové napětí
 kinetická viskozita
 smykové napětí
π Ludolfovo číslo
Ω úhlová rychlost
38
8 PŘÍLOHY
Tabulka 1: Naměřené hodnoty viskozit 0,1% HA s lysinem ve vodě při 25°C
0 [mPa s]  [mPa s]
1,75 MDa 0,07 MDa
0,1% 0,1%
voda – lysin 10:1 0,944 0,944
HA – lysin 10 : 1 27,13 1,433
HA – lysin 50 : 1 58,06 1,684
HA – lysin 200 : 1 74,56 1,806
HA - voda 10:1 187,4 2,045
Tabulka 2: Naměřené hodnoty viskozit 0,1% HA s 6 – aminokapronovou kyselinou ve vodě při 25°C
0 [mPa s]  [mPa s]  [mPa s]
1,75 MDa 0,07 MDa 0,07 MDa
0,1% 0,1% 0,5%
voda – AKK 10:1 0,931 0,931 0,931
HA – AKK 10 : 1 123,30 1,839 3,813
HA – AKK 50 : 1 132,60 - 3,887
HA – AKK 200 : 1 136,85 1,844 3,903
HA - voda 10:1 187,4 2,045 4,128
Tabulka 3: Naměřené hodnoty viskozit 0,1% HA s lysinem v 0,15M roztoku NaCl při 25°C
0 [mPa s]  [mPa s]
1,75 MDa 0,07 MDa
0,1% 0,1%
roztok NaCl – lysin 10:1 0,881 0,881
HA – lysin 10 : 1 6,06 1,14
HA – lysin 50 : 1 6,31 -
HA – lysin 200 : 1 6,70 1,14
HA - roztok NaCl 10:1 6,71 1,14
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Tabulka 4: Naměřené hodnoty viskozit 0,1% HA s 6 – aminokapronovou kyselinou v 0,15M roztoku 
NaCl při 25°C
0 [mPa s]  [mPa s]
1,75 MDa 0,07 MDa
0,1% 0,1%
roztok NaCl – AKK 10:1 0,789 0,789
HA – AKK 10 : 1 6,56 1,14
HA – AKK 50 : 1 6,81 -
HA – AKK 200 : 1 6,77 1,07
HA - roztok NaCl 10:1 6,71 1,14
Tabulka 5: Naměřené hodnoty viskozit 0,1% HA s lysinem v roztoku fosfátového pufru při 25°C
0 [mPa s] pH [mPa s] pH
1,75 MDa 1,75 MDa 0,07 MDa 0,07 MDa
0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
pufr – lysin 10:1 0,942 9,81 0,942 9,81
HA – lysin 10 : 1 8,38 7,48 1,24 8,03
HA – lysin 50 : 1 10,55 6,72 1,23 6,75
HA – lysin 200 : 1 10,86 6,33 1,23 6,36
HA - pufr 10:1 11,71 6,03 1,14 6,03
Tabulka 6: Naměřené hodnoty viskozit 0,1% HA s 6 – aminokapronovou kyselinou v roztoku
fosfátového pufru při 25°C
0 [mPa s] pH [mPa s] pH
1,75 MDa 1,75 MDa 0,07 MDa 0,07 MDa
0,1% 0,1% 0,1% 0,1%
pufr – AKK 10:1 0,962 6,44 0,942 6,44
HA – AKK 10 : 1 11,90 6,01 1,26 5,99
HA – AKK 50 : 1 11,65 6,00 1,26 6,03
HA – AKK 200 : 1 11,55 6,05 1,19 6,20
HA - pufr 10:1 11,71 6,03 1,14 6,03
